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__ (54) Title: COMBINED USE OF ENZYME INHIBITORS AND PHARMACEUTICAL PREPARATIONS THEREOF FOR THE 
= TREATMENT AND PROPHYLAXIS OF ARTERIOSCLEROSIS, FOR THE TREATMENT AND PREVENTION OF ALLERGIC 
B REACTIONS OF TYPE I ACCORDING TOTHE GELL AND COOMBS CLASSIFICATION, AND FOR THE TREATMENT 
= AND PREVENTION OF DERMATOLOGICAL DISEASES ASSOCIATED WITH FO 

=S (54) Bezeichnung: KOMBINIERTE VERWENDUNG VON ENZYMINHIBITOREN UND PHARMAZEUTISCHEN ZUBEREI- 
— TUNGEN DAR AUS ZUR THERAPIE UND PROPHYLAXE DER ARTERIOSKLEROSE, ZUR THERAPIE UND PRAVENTION 
= ALLERGISCHER REAKTIONEN VON TYP 1 NACH GELL UND COOMBS UND ZUR THERAPIE UND PRAVENTION DER- 
==j MATOLOGISCHER ERKRANKUNGEN MIT FOLLIKULAREN UND EPIDERMALEN HYPERKERATOS 

S5 (57) Abstract: The invention relates to the use of inhibitors of dipepiidyl peptidase IV (DP IV) and enzymes having the same 
= specific nature of substrate (DP IV enzyme activity), combined with inhibitors of alanyl aminopeptidase (aminopeptidase N, APN), 
= wr enzymes having the same specific nature of substrate (APN enzyme activity), for the additive to supcradditive inhibition of the 
= activation and proliferation (DNS synthesis) of human T lymphocytes or mononuclear cells and of the production of T„ 2 cytokines 
sas for *he treatment and prevention of allergic reactions of type 1 according to the Gell and Coombs classification, for the additive 
= to supcradditive inhibition of the activation and proliferation pNS synthesis) of human epidermal and follicular keratinocytes and 
= tnose of the transitional region between the skin and the mucosa, and for the treatment and prevention of dermatological diseases 
^= associated with follicular and epidermal hyperkeratosis and reinforced keratinocyte proliferation. The invention also relates to the 
S5S use of inhibitors of dipeptidyl peptidase IV (DP IV) and enzymes having the same specific nature of substrate (DP IV enzyme 
= activity), combined with inhibitors of alanyl aminopeptidase (aminopeptidase N, APN), or enzymes having the same specific nature 
^5 of substrate (APN enzyme activity), inhibitors of X-pro-aminopeptidase (aminopeptidase P, APP), inhibitors of the angiotensin- 
s' converting enzyme (ACE) and/or of prolyoligopeptidase (POP, prolylendopeptidase, PEP) for the additive to supcradditive inhibition 
= of the activation, DNS synthesis and proliferation of human T lymphocytes or mononuclear cells for the treatment and prophylaxis 

of arteriosclerosis. The invention further relates to pharmaceutical preparations comprising a plurality of inhibitors of enzymes of 

the above-mentioned groups. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft die Verwcndung von lnhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) sowie von En- 
zymen mil gleicher Substraispezifitat (DP IV-analoge Enzymaktiviiat) in Kombination mit lnhibitoren der Alanyl -Aminopeptidase 
» (Aminopeptidase N, APN) bzw. Enzymen gleicher Substraispezifitat (APN-analoge Enzymaktiviiat) zur additiven bis supcraddi liven 
^ Hemmung von Aktivierung und Proliferation (DNS-Syn these) humaner T-Lymphozyten bzw. mononuklearer Zellen und Produk- 
fT) tion von T, 12 - Zylokinen zur r fherapie und Pravention allergischer Reaklionen von Typ I nach Gell und Coombs und zur additiven 
bis superadditiven Hemmung von Aktivierung, Proliferation (DNS-Synthese) humaner epidermaler und follikularer Keratinozyten 
O sowie solcherdcr Ubcrgangszonc von Haul zu Schleimhaut sowie zur Therapie und Pravention dermatologischer Erkrankungen mit 
fs| follikularen und epidermalen Hyperkeratosen und einer verslarkten Keratinozyten proliferation. Die Erfindung betrifft auch die Ver- 
O wendung von lnhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) sowie von Enzymen mit gleicher Substraispezifitat (DP IV-analoge 

O Enzymaktiviiat) in Kombination mil lnhibitoren der Alanyl -Aminopeptidase (Aminopeptidase N, APN) bzw. Enzymen gleicher 
^ SubslraLspezifital (DP 
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IV-analoge Enzymakti vital), der X-Pro-Aminopeptidase (Aminopeptidase P, APP), des "angiotensin-converting Enzym " 
(ACE) und/oder der Prolyoligopeptidase (POP, Prolyl endopeptidase, PEP) zur additiven bis superaddiliven Hemmung von 
Aktivicrung, DNS-Synthese und Proliferation humaner T-Lymphozaten bzw. mononuklcarer Zellen zurTherapie und Prophylaxe 
der Arleriosklerose. Die Erfindung betrifft auch pharmazeutische Zubereitungen, die mehrere Inhibitoren von Enzymen der 
vorgenannten Gruppcn umfassen. 
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Kombinierte Verwendung von Enzyminhibitoren und pharmazeutischen Zubereitungen 
daraus zur Therapie und Prophylaxe der Arteriosklerose, zur Therapie und Pravention 
allergischer Reaktionen vom Typ I nach Gell und Coombs und zur Therapie und Pra- 
vention dermatologischer Erkrankungen mit follikularen und epidermalen Hyperkera- 



Die Erfmdung betrifft die Hemmung der DNS-Synthese und damit der Proliferation von Im- 
munzellen durch die kombinierte Wirkung von Inhibitoren der Aminopeptidase N (APN, 
EC3.4.11.2, CD13), der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV, EC 3.4.14.5, CD26), der Prolyloli- 
gopeptidase (POP, Prolylendopeptidase, PEP, EC3.4.21.26), der membranstandigen Ami- 
nopeptidase P (X-Pro- Aminopeptidase, APP, XPNPEP2, EC 3.4.11.9) und des Angiotensin- 
konvertierenden Enzyms, (angiotensin-converting enzyme, ACE, EC 3.4.15.1, CD 143) bzw. 
durch die kombinierte Hemmung der Aktivitat der genannten Enzyme im Ergebnis der simul- 
tanen Applikation von jeweils spezifischen Inhibitoren dieser Enzyme auf der Basis von Ami- 
nosaurederivaten, Peptiden oder Peptidderivaten, durch welche die Aktiviemng, die DNS- 
Synthese und damit die Proliferation von Immunzellen supprimiert wird. 

Die Erfmdung betrifft auch die Hemmung der fur die Proliferation notwendigen DNS- 
Synthese und der Zytokinproduktion (Interleukin-4, EL-4) von T H 2-Zellen durch die kombi- 
nierte Wirkung von Inhibitoren der Aminopeptidase N (APN, EC3. 4.1 1.2, CD13), der Dipep- 
tidylpeptidase IV (DP IV, EC 3.4.14.5, CD26) im Ergebnis der simultanen Applikation von 
jeweils spezifischen Inhibitoren dieser Enzyme auf der Basis von Aminosaurederivaten, Pep- 
tiden oder Peptidderivaten, durch welche die Aktiviemng, die Proliferation (DNS-Synthese) 
und Zytokinproduktion (DL-4) von T H 2-Zellen supprimiert wird. 

Die Erfindung betrifft auch die Hemmung 4er fiir die Proliferation notwendigen DNS- 
Synthese von Keratinozyten durch die kombinierte Wirkung von Inhibitoren der Aminopepti- 
dase N (APN, EC3.4.11.2, CD13) und der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV, EC 3.4.14.5, 
CD26) im Ergebnis der simultanen und zeitlich unmittelbar aufeinanderfolgenden Applikation 
von jeweils spezifischen Inhibitoren dieser Enzyme oder ahnlich wirkender Enzyme auf der 



tosen und einer verstarkten Keratinozy tenproliferation 
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Basis von Aminosaurederivaten, Peptiden oder Peptidderivaten, durch welche die Proliferati- 
on (DNS-Synthese) von Keratinozyten supprimiert wird. 

Fur alle Erkrankungen mit Autoimmunpathogenese gilt, dass eine Aktivierung und Prolifera- 
tion von Immunzellen, insbesondere von autoreaktiven T-Zellen, dem Krankheitsprozess zu- 
grunde liegen bzw. diesen ausmachen. Ahnliche Mechanismen kommen bei einer Reihe von 
entzundlichen Erkrankungen wie der Atheriosklerose zur Wirkung, wo T-Lymphozyten eine 
zentrale Rolle bei Enstehung und Chronifizierung des Krankheitsprozesses spielen. 

Es ist gezeigt worden, dass im Prozess der Aktivierung und klonalen Expansion von Immun- 
zellen, insbesondere von T-Lymphozyten, membranstandige Peptidasen wie DP IV oder APN 
eine Schlusselrolle spielen [Fleischer B: CD26 a surface protease involved in T-cell activati- 
on. Immunology Today 1994; 15:180-184; Lendeckel U et aL: Role of alanyl aminopeptidase 
in growth and function of human T cells. International Journal of Molecular Medicine 1999; 
4:17-27; Riemann D et aL: CD 13 - not just a marker in leukemia typing. Immunology Today 
1999; 20:83-88]. Verschiedene Funktionen mitogen-stimulierter mononuklearer Zellen 
(MNZ) oder angereicherter T-Lymphozyten wie DNS-Synthese, Produktion und Sekretion 
von immunstimulierenden Zytokinen (IL-2, DL-6, IL-12, IFN-y) und Helferfunktionen fiir B- 
Zellen (IgG- und IgM-Synthese) konnen in Gegenwart von spezifischen Inhibitoren der DP IV 
und der APN gehemmt werden [Schon E et aL: The dipeptidyl peptidase IV, a membrane en- 
zyme involved in the proliferation of T lymphocytes. Biomed. Biochim. Acta 1985; 2: K9- 
K15; Schon E et aL: The role of dipeptidyl peptidase IV in human T lymphocyte activation. 
Inhibitors and antibodies against dipeptidyl peptidase IV suppress lymphocyte proliferation 
and immunoglobulin synthesis in vitro. Eur. J. Immunol. 1987; 17: 1821-1826; Reinhold D et 
aL: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion of transforming growth factor pi in 
PWM-stimulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 91: 354-360; Lendeckel U et al. : 
Induction of the membrane alanyl aminopeptidase gene and surface expression in human T- 
cells by mitogenic activation. Biochem. J. 1996; 319: 817-823; Kahne T et aL: Dipeptidyl 
peptidase IV: A cell surface peptidase involved in regulating T cell growth (Review). Int. J. 
Mol. Med. 1999; 4: 3-15; Lendeckel U et aL: Role of alanyl aminopeptidase in growth and 
function of human T cells (Review). Int. J. Mol. Med. 1999; 4: 17-27]. 
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Auf der anderen Seite haben wissenschaftliche Erkenntnisse der letzten Jahre die Atherioskle- 
rose als eine entziindliche Erkrankung charakterisiert, wobei den T-Lymphozyten eine ent- 
scheidende Rolle ftir die Enstehung und Entwicklung der Erkrankung zukommt [Ross R: At- 
herosclerosis- an inflammatory disease. New Engl. J. Med. 1999; 340 (2): 1 15-126]. Demnach 
werden atheriosklerotische Lasionen als eine Serie spezifischer zellularer und molekularer 
Reaktionen verstanden, die zusammengenommen eindeutig als Entzundung zu charakterisie- 
ren sind. Solche Lasionen, die hauptsachlich in groBen und mittieren elastischeri und muskul- 
losen Arterien vorkommen, fiihren zu Ischamie (DurchblutungsstQrungen) von Herz, Hirn und 
Extremitaten bis hin zu Infarkten in den genannten Organen. Atheriosklerotische Lasionen 
bilden sich an definierten arteriellen Orten, wo Abzweigungen und Kurven charakteristische 
Veranderungen des Blutflusses und der Scherkrafte sowie die Ausbildung von Turbulenzen 
bewirken [Gotlieb AI et aL: The role of rheology in atherosclerotic coronary artery disease. In: 
Fuster V, Ross R, Topol EJ, eds. Atherosclerosis and coronary athery disease. Vol. 1 Phil- 
adelphia: Lippincott-Raven, 1996: 595-606]. GefaBendothel-Zellen bilden dann an diesen 
Orten spezifische Molekule, die ftir die Attraktion, Bindung, Akkumulation sowie Aktivie- 
rung von T-Lymphozyten und Monozyten verantwortlich sind. T-Lymphozyten sind wesentli- 
che inflammatorische Zellen in alien Phasen der Atheriogenese. T-Zellen infiltrieren aus dem 
peripheren Blut in die atheriosklerotischen Plaques und vermehren sich am Ort der Lasion 
[Jonasson L et aL: Regional accumulation of T cells, macrophages and smooth muscle cells in 
the human atherosclerotic plaque. Arteriosclerosis. 1986; 6: 131-138; van der Wal AC et aL: 
Atherosclerotic lesions in humans: in situ immunophenotypic analysis suggesting an immune 
mediated response. Lab. Invest. 1989; 61: 166-170]. Im Ergebnis dieser AnhSufung aktivierter 
T-Lymphozyten, die sich durch eine starke Expression der Alanylaminopeptidase und der Di- 
peptidyl-Peptidase IV auszeichnen, am Ort der atheriosklerotischen Lasion werden Chemoki- 
ne, Zytokine, Wachstumsfaktoren und Proteasen freigesetzt, die zur weiteren Verstarkung des 
Krankheitsgeschehens fiihren, indem andere Immunzellen rekrutiert und aktiviert werden 
[Libby P and Ross R. Cytokines and growth regulatory molecules. In: Fuster V, Ross R, Topol 
EJ, eds. Atherosclerosis and coronary athery disease. Vol. 1 Philadelphia: Lippincott-Raven, 
, 1996:585-594]. 

Auch Monozyten, die in atherosklerotischen Plaques lokalisiert sind, zeichnen sich durch die 
konstitutive Expression von z. B. Alanylaminopeptidase (APN) aus und sind, wie unsere Ar- 
beiten zeigen, nachhaltig durch Hemmstoffe der oben beschriebenen Enzyme in ihrem 
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Wachstum und ihrer Funktion zu supprimieren. Gleiches gilt fur Endothelzellen, die ebenfalls 
diese Ektopeptidasen exprimieren. 

Dem Angiotensin-konvertierenden Enzym kommt eine besondere Rolle in der Pathogenese 
der Atheriosklerose zu: Dieses Enzym bewirkt die Bildung des stark blutdrucksteigernden 
Angiotensin II (Ang IT) aus dem Ang I. Hypertonic ist ein wichtiger Risikofaktor fur Atherios- 
klerose und betroffene Patienten haben oft erhohte Ang H-Spiegel. Daneben ist Ang II pro- 
atherogen, indem es das Wachstum von glatten Muskeln (Gef&fie) stimuliert [Chobanian AV 
et al. Renin angiotensin system and atherosclerotic vascular disease. In: Fuster V, Ross R, 
Topol EJ, eds. Atherosclerosis and coronary athery disease. Vol. 1 Philadelphia: Lippincott- 
Raven, 1996: 237-242; Gibbons GH et al. Vascular smooth muscle cell hypertrophy vs. hy- 
perplasia: autocrine TGF-fil expression determines growth response to angiotensin II. J Clin. 
Invest. 1992; 90: 456-461]. Ang II verstarkt die Entziindungsreaktion daruberhinaus auch fiber 
die Erhohung der Lipoxygenase-Aktivitat, wodurch entzundungsfordemde Mediatoren ver- 
starkt freigesetzt werden. 

Der Erfindung liegt der tiberraschende Befund zugrunde, dass die gleichzeitige Wirkung von 
Inhibitoren der enzymatischen Aktivitaten bzw. die gleichzeitige Beeinflusssung der biologi- 
schen Aktivitaten von (T) Dipeptidylpeptidase IV und Aminopeptidase N, (II) der Dipeptidyl- 
peptidase IV und des „angiotensin-converting enzyme", (HI) der Dipeptidylpeptidase IV und 
der Prolyloligopeptidase sowie (IV) der Dipeptidylpeptidase IV und der X-Pro- 
Aminopeptidase die DNS-Synthese und damit die Proliferation von mononuklearen Zellen 
(MNZ) als auch von T-Zellen in einem Ausmafl hemmt, das durch die einzelne Applikation 
dieser Enzyminhibitoren - auch bei hoherer Dosierung - nicht erreicht werden kann. Obgleich 
die genannten Inhibitoren letztendlich den gleichen Prozess, namlich die DNS-Synthese und 
damit die Proliferation von Immunzellen, beeinflussen, ist dieser EfTekt bei einzelner Appli- 
kation der Inhibitoren wesentlich schwacher ausgepragt und nicht dauerhaft. Wegen der funk- 
tionellen Uberschneidung der enzymatischen .Aktivitaten der genannten Enzyme resultiert, 
wie unsere Daten zeigen, eine additive bis superadditive Hemmwirkung auf DNS-Synthese 
und Proliferation aus der gleichzeitigen Hemmung von zwei oder mehreren dieser Enzyme. 

Unsere Erfindung zeigt, dass zur Therapie von entzundlichen Erkrankungen wie der Atherios- 
klerose, fur deren Enstehung die Proliferation und die Aktivierung von T-Lymphozyten eine 
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zentrale Rolle Bedeutung hat, die gleichzeitige Applikation von HemmstofFen der oben ge- 
nannten Enzyme bzw. entsprechender Zubereitungen und Darreichungsfonnen daraus geeig- 
net sind. 



Im einzelnen liegen der Erfindung die Befunde zugrunde, dass die DNS-Synthese von MNZ 
und T-Zellen durch die simultane Administration von Inhibitoren der enzymatischen Aktivitat 
von 



II. Dipeptidylpeptidase IV und Angiotensin-konvertierendem Enzym, 

III. Dipeptidylpeptidase IV und Prolyloligopeptidase 

IV. Dipeptidylpeptidase IV und X-Pro-Aminopeptidase 

in additiver bis superadditiver Weise ihhibiert wird. 

Die Applikation von Enzyminhibitoren stellt bei den genannten Erkrankungen eine neuartige 
Methode und erganzende Therapieform dar. 

Die erfindungsgemaB applizierten Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV, der> Aminopeptida- 
se N, der Prolyloligopeptidase, des „angiotensin-converting enzyme" und der X-Pro- 
Aminopeptidase konnen in pharmazeutisch anwendbaren Formulierungskomplexen als Inhi- 
bitoren, Substrate, Pseudosubstrate, inhibitorisch wirkende Peptide und Peptidderivate sowie 
als Antikorper dieses Enzyms zur Anwendung komnien. Bevorzugte EfFektoren sind bei- 
spielsweise fiir die DP IV Xaa-Pro-Dipeptide, entsprechende Derivate, vorzugsweise Dipep- 
tidphosphonsaurediarylester, Dipeptidboronsauren (z.B. Pro-boro-Pro) und deren Salze, Xaa- 
Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (n=0-10), entsprechende Derivate und deren Salze bzw. Ami- 
nosaure (Xaa)-amide, entsprechende Derivate und deren Salze, wobei Xaa eine a- 
Aminosaure/Iminosaure bzw. ein a- Aminosaurederivat/Iminosaurederivat, vorzugsweise N^- 
4-Nitrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin, L-Prolin, L-Tryptophan, L-Isoleucin, L-Valin ist und als 
Amidstruktur cyclische Amine, z.B. Pyrrolidin, Piperidin, Thiazolidin und deren Derivate 
fungieren. Deriartige Verbindungen und deren Herstellung wurden in einem friiheren Patent 
beschrieben (K. Neubert et al. DD296075A5). 



I. Dipeptidylpeptidase IV und Aminopeptidase N, 
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Die Inhibitoren werden simultan mit bekannten Tragerstoffen verabreicht. Die Verabreichung 
erfolgt einerseits als topische Applikation in Form von z.B. Cremes, Salben, Pasten, Gelen, 
Losungen, Sprays, Liposomen, Schuttelmixturen, Hydrokolloidverbanden bzw. anderen der- 
matologischen Grundlagen/Vehikeln einschliefilich instilativer Applikation und andererseits 
als systemische Applikation zur oralen, transdermalen, intravenosen, subcutanen, intracuta- 
nen, intramuskularen Anwendung in geeigneten Rezepturen bzw. in geeigneter Galenik. 

Fur alle allergischen Reaktionen vom Typ I wie Asthma bronchiale oder Heuschnupfen gilt, 
dass eine Aktivierung, Proliferation und Zytokinproduktion (besonders DL-4) von Immunzel- 
len, insbesondere von TH2-Zellen, dem Krankheitsprozess zugrunde liegen [D.D. Corry et al: 
Induction and regulation of the IgE response. Nature 1999; 402: B18-B23]. 

Es ist gezeigt worden, dass im Prozess der Aktivierung und klonalen Expansion von Immun- 
zellen, insbesondere von T-Lymphozyten, membranstandige Peptidasen wie DP IV oder APN 
eine Schlusselrolle spielen [Fleischer B: CD26 a surface protease involved in T-cell activati- 
on. Immunology Today 1994; 15:180-184; Lendeckel U et al.: Role of alanyl aminopeptidase 
in growth and function of human T cells. International Journal of Molecular Medicine 1999; 
4:17-27; Riemann D et al.: CD13 - not just a marker in leukemia typing. Immunology Today 
1999; 20:83-88]. Verschiedene Funktionen Mitogen-stimulierter mononuklearer Zellen 
(MNZ) oder angereicherter T-Lymphozyten wie DNS-Synthese, Produktion und Sekretion 
von immunstimulierenden Zytokinen (IL-2, IL-6, IL-12, IFN-y) und Helferfunktionen fur B- 
Zellen (IgG- und IgM-Synthese) konnen in Gegenwart von spezifischen Inhibitoren der DP IV 
oder der APN gehemmt werden [Schon E et al.: The dipeptidyl peptidase IV, a membrane 
enzyme involved in the proliferation of T lymphocytes. Biomed. Biochim. Acta 1985; 2: K9- 
K15; Schon E et al.: The role of dipeptidyl peptidase IV in human T lymphocyte activation. 
Inhibitors and antibodies against dipeptidyl peptidase IV suppress lymphocyte proliferation 
and immunoglobulin synthesis in vitro. Eur. J. Immunol. 1987; 17: 1821-1826; Reinhold D et 
al.: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion of transforming growth factor pi in 
PWM-stimulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 91: 354-360; Lendeckel U et al. : 
Induction of the membrane alanyl aminopeptidase gene and surface expression in human T- 
cells by mitogenic activation. Biochem. J. 1996; 319: 817-823; Kahne T et al.: Dipeptidyl 
peptidase IV: A cell surface peptidase involved in regulating T cell growth (Review). Int. J. 
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MoL Med. 1999; 4: 3-15; Lendeckel U et aL: Role of alanyl aniinopeptidase in growth and 



Reaktion vom Typ I als eine Erkrankung charakterisiert, bei der den T H 2-Lymphozyten eine 
entscheidende RolJe fur die Enstehung und Chronifizienmg der Erkrankung zukommt [D.D. 
Corry et aL: Induction and regulation of the IgE response. Nature 1999; 402: B18-B23. P. J. 
Barnes: Therapeutic strategies for allergic diseases. Nature 1999; 402: B31-B38]. 

IL-4 stellt ein Helferzytokin der B-Zell-Proliferation dar, stimuliert die Bildung von IgE und 
die Expression niedrigaffiner Fc-IgE-Rezeptoren. Daruber hinaus verstarkt IL-4 die Induktion 
von T H 2-Zellen selbst und kontrolliert die Proliferation und Aktivitat von Eosinophilen und 
Mastzellen. Damit spielt es eine zentrale Rolle bei allergischen Reaktionen vom Typ I [D.P. 
Stites, A.L Terr, T.G. Parslow: Medical Immunology. Appelton & Lange, Stamfort, CT, 
1997]. 

Der Erfindung liegt ebenfalls der uberraschende Befiind zugrunde, dass die gleichzeitige Wir- 
kung. von Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV und der Aminopeptidase N, die Proliferation 
(DNS-Synthese) und IL-4-Produktion mitogenstimulierter mononuklearer Zellen (MNZ) in 
einem AusmaO hemmt, das durch die einzelne Applikation dieser Enzyminhibitoren - auch bei 
hoherer Dosierung - nicht erreicht werden kann. Obgleich die genannten Inhibitoren letztend- 
lich die gleichen Prozesse, namlich die DNS-Synthese mid damit die Proliferation sowie die 
IL-4-Produktion der T H 2-Zellen, beeinflussen, ist dieser Effekt bei einzelner Applikation der 
Inhibitoren wesentlich schwacher ausgepragt und nicht dauerhaft Wegen der funktionellen 
Uberschneidung der enzymatischen Aktivitaten der genannten Enzyme resultiert, wie unsere 
Daten zeigen, eine additive bis superadditive Hemmwirkung auf DNS-Synthese und Prolife- 
ration aus der gleichzeitigen Hemmung beider Enzyme. 

Unsere Erfindung zeigt, dass zur Therapie allergischer Reaktionen vom Typ I fur deren Ent- 
stehung die Proliferation und die Aktivierung von T-Lymphozyten eine zentrale Bedeutung 
hat, die gleichzeitige Applikation von Hemmstoffen der DP IV und der APN bzw. entspre- 
chender Zubereitungen und Darreichungsformen daraus geeignet sind. 



function of human T cells (Review). Int. J. Mol. Med. 1999; 4: 17-27]. 



Auf der anderen Seite haben wissenschaftliche Erkenntnisse der letzten Jahre die allergische 
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Im einzelnen liegen der Erfmdung die Befiinde zugrunde, dass die DNS-Synthese und die 
EL-4-Produktion von MNZ durch die simultane Administration von Inhibitoren der Dipepti- 
dylpeptidase IV und Aminopeptidase N in additiver bis superadditiver Weise inhibiert wird. 

Die Applikation von Enzyminhibitoren stellt bei den genannten Erkrankungen eine neuartige 
Methode und erganzende Therapieform dar. 

Die erfindungsgemaB appiizierten Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV und der Aminopep- 
tidase N konnen in pharmazeutisch anwendbaren Formulierungskomplexen als Inhibitoren, 
Substrate, Pseudosubstrate, inhibitorisch wirkende Peptide und Peptidderivate sowie als Anti- 
korper dieses Enzyms zur Anwendung kommen. Bevorzugte Effektoren sind beispielsweise 
fur die DP IV Xaa-Pro-Dipeptide, entsprechende Derivate, vorzugsweise Dipeptidphosphdn- 
saurediarylester, Dipeptidboronsauren (z.B. Pro-boro-Pro) und deren Salze, Xaa-Xaa-(Trp)- 
Pro-(Xaa)n-Peptide (n=0-10), entsprechende Derivate und deren Salze bzw. Aminosaure 
(Xaa)-amide, entsprechende Derivate und deren Salze, wobei Xaa eine a- 
Aminosaure/Iminosaure bzw. ein a-Aminosaurederivat/Iminosaurederivat, vorzugsweise N 6 - 
4-NitrobenzyloxycarbonyUL-Lysin, L-Prolin, L-Tryptophan, L-Isoleucin, L-Valin ist und als 
Amidstruktur cyclische Amine, z.B. Pyrrolidin, Piperidin, Thiazolidin und deren Derivate 
fungieren. Derartige Verbindungen und deren Herstellung wurden in einem fruheren Patent 
beschrieben (K. Neubert et al. DD296075A5). 

Bevorzugte Inhibitoren fur die Alanyl- Aminopeptidase sind Bestatin (Ubenimex), Actinonin, 
Probestin, Phebestin, RB3014 oder Leuhistin. 



Die Inhibitoren werden simultan mit bekannten Tragerstoffen verabreicht. Die Verabreichung 
erfolgt einerseits als topische Applikation in Form von z.B. Cremes, Salben, Pasten, Gelen, 
LSsungen, Sprays, Liposomen, Schuttelmixturen, Hydrokolloidverbanden bzw. anderen der- 
matologischen GrundlagenA^ehikeln einschliefilich instilativer Applikation und andererseits 
als systemische Applikation zur oralen, transdermalen, intravenosen, subcutanen, intracuta- 
nen, intramuskularen Anwendung in geeigneten Rezepturen bzw. in geeigneter Galenik. 

Eine Reihe dermatologischer Erkrankungen gehen mit follikularen und epidennalen Hyperke- 
ratosen und einer verstarkten Keratinozytenproliferation einher. Zu ihnen gehoren sowohl 
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entzundliche und nicht entzundliche epidermale Hyperproliferations-Zustande (z. B. congeni- 
tale Ichthyosen und Psoriasis), benigne und maligne umschriebene epidermale clonale Expan- 
sionen (z. B. Warzen, Condylome, aktinische Keratosen/Pracancerosen), benigne und maligne 
follikulare Hyperproliferations-Zustande (z. B. Keratosis follikularis) als auch benigne und 
maligne epitheliale Adnextumoren und primare und reaktive Nagelzellhyperproliferationen. 
Eine Detailinformation dazu ist in Tabelle 1 beigefugt. 

Peptidasen wie die Dipeptidylpetidase IV und die Aminopeptidase N oder ahniich wirkende 
Enzyme sind fur die Regulation bzw. Modulation von Wechselwirkungen zwischen Zellen 
besonders interessant, da sie u. a. als Ektoenzyme in der Plasmamembran der Zellen lokali- 
siert sind, Interaktionen mit anderen extrazellularen Strukturen eingehen, peptiderge Boten- 
stoffe durch enzymkatalysierte Hydrolyse aktivieren bzw. inaktivieren und dadurch wichtig 
fur die Zell-ZelNKommunikation sind [Yaron A, et aL: Proline-dependent structural and bio- 
logical properties of peptides and proteins. Crit Rev Biochem Mol Biol 1993;28:31-81; Van- 
hoof G, et aL: Proline motifs in peptides and their biological processing. FASEB J 
1995;9:736-744]. 

Es ist gezeigt worden, dass im Prozess der Aktivierung und klonalen Expansion von Immun- 
zellen, insbesondere von T-Lymphozyten, membranstandige Peptidasen wie DP IV oder APN 
eine Schlusselrolle spielen [Fleischer B: CD26 a surface protease involved in T-cell activati- 
on. Immunology Today 1994; 15:180-184; Lendeckel U et aL: Role of alanyl aminopeptidase 
in growth and function of human T cells. International Journal of Molecular Medicine 1999; 
4:17-27; Riemann D et aL: CD 13 - not just a marker in leukemia typing. Immunology Today 
1999; 20:83-88]. Verschiedene Funktionen Mitogen-stimulierter mononukleSrer Zellen 
(MNZ) oder angereicherter T-Lymphozyten wie DNS-Synthese, Produktion und Sekretion 
von immunstimulierenden Zytokinen (IL-2, IL-6, IL-12, IFN-y) imd Helferfunktionen fur B- 
Zellen (IgG- imd IgM-Synthese) konnen in Gegenwart von spezifischen Inhibitoren der DP IV 
oder der APN gehemmt werden [Schon E et aL: The dipeptidyl peptidase IV, a membrane 
enzyme involved in the proliferation of T lymphocytes. Biomed. Biochim. Acta 1985; 2: K9- 
K15; Schon E et aL: The role of dipeptidyl peptidase IV in human T lymphocyte activation. 
Inhibitors and antibodies against dipeptidyl peptidase IV suppress lymphocyte proliferation 
and immunoglobulin synthesis in vitro. Eur. J. Immunol. 1987; 17: 1821-1826; Reinhold D et 
aL: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion of transforming growth factor pi in 
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PWM-stimulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 91: 354-360; Lendeckel U et al. : 
Induction of the membrane alanyl aminopeptidase gene and surface expression in human T- 
cells by mitogenic activation. Biochem. J. 1996; 319: 817-823; Kahne T et al.: Dipeptidyl 
peptidase IV: A cell surface peptidase involved in regulating T cell growth (Review). Int. J. 
Mol. Med. 1999; 4: 3-15; Lendeckel U et al.: Role of alanyl aminopeptidase in growth and 
function of human T cells (Review). Int. J. Mol. Med. 1999; 4: 17-27], Es ist bereits bekannt, 
dafi die Behandlung von Autoimmunerkrankungen und TransplantatabstoBung durch Hem- 
mung der auf Immunzellen lokalisierten Dipeptidylpetidase IV mit Hilfe von synthetischen 
Inhibitoren moglich ist (z. B. EP764151 Al, WO09529691, EP731789 Al, EP528858). 

Der Erfindung liegt der iiberraschende Befund zugrunde, dass die gleichzeitige Wirkung von 
Inhibitoren der auf bzw. in Keratinozyten exprimierten Dipeptidyl-peptidase IV/CD26 und 
Aminopeptidase N/CD13 oder ahnlicher Enzyme, die Proliferation (DNS-Synthese) dieser 
Zellen in einem AusmaB hemmt, das durch die einzelne Applikation dieser Enzyminhibitoren 
bei der gegebenen Dosierung nicht erreicht werden kann. Obgleich die genannten Inhibitoren 
letztendlich die gleichen Prozesse, namlich die DNS-Synthese und damit die Proliferation der 
Keratinozyten, beeinflussen, ist dieser Effekt bei einzelner Applikation der Inhibitoren schwa- 
cher ausgepragt und nicht dauerhaft. Wegen der funktionellen Uberschneidung der enzymati- 
schen Aktivitaten der genannten Enzyme resultiert, wie unsere Daten zeigen, eine additive 
und bei niedrigeren Konzentrationen eine additive bis superadditive Hemmwirkung auf DNS- 
Synthese und Proliferation aus der gleichzeitigen Hemmung beider Enzyme. 

Unsere Erfindung zeigt, dass zur Therapie und zur Prevention von sowohl entzundlichen und 
nicht entzundlichen epidermalen Hyperproliferationszustanden (z. B. congenitale Ichthyosen 
und Psoriasis), benignen und malignen umschriebenen epidermalen clonalen Expansionen (z. 
B. Warzen, Condylome, aktinische Keratosen/ Pracancerosen), benignen und malignen folli- 
kularen Hyperproliferationszustanden (z. B. Keratosis follikularis) als auch benignen und ma- 
lignen epithelialen Adnextumoren und primaren und reaktiven Nagelzellhypeiproliferationen 
fur deren Enstehung die Proliferation und die Aktivierung von epidermalen und follikularen 
Keratinozyten sowie von Keratinozyten der Ubergangsschleimhautzone eine zentrale Bedeu- 
tung hat, die gleichzeitige Applikation von Hemmstoffen der DP IV und der APN oder ahnli- 
cher Enzyme bzw. entsprechender Zubereitungen und Darreichungsformen daraus geeignet 
sind. 
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Neben Keratinozyten spielen auch T-Lymphozyten bei entzundlichen Erkrankungen der Haut, 
insbesondere bei Autoimmunerkrankungen wie der Psoriasis, eine zentrale Roile. T-Zellen 
exprimieren wie Keratinozyten die hier behandelten Peptidasen DP IV und APN. Daraus 
folgt, dass der therapeutische Effekt, der hier fur den Zelltyp Keratinozyten beansprucht bzw. 
geschutzt wird, durch die Beeinflussung der T-Zellen weiter verstarkt wird (siehe Patentan- 
meldung AZ 10025464.0; Kombinierte Verwendung von Enzyminhibitoren und pharmazeuti- 
schen Zubereitungen daraus zur Therapie von Autoimmunerkrankungen wie Rheumatoide 
Arthritis, Lupus erythematodes, Multiple Sklerose, Insulin-abhangiger Diabetes mellitus 
(IDDM), Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa, Psoriasis, Neurodermitis, Glomerulonephritis, in- 
terstitielle Nephritis, Vaskulitis, autoimmune Schilddriisenerkrankungen oder autoimmun- 
hamolytische Anamie, so wie bei Transplantation und Tumorerkrankungen). 

Im einzelnen liegen der Erfindung die Befunde zugrunde, dass die DNS-Synthese von HaCaT- 
Keratinozyten durch die simultane Administration von Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV 
und der Aminopeptidase N in additiver und bei kleineren Konzentrationen in superadditiver 
Weise inhibiert wird. 

Die oben genannten Erkrankungen werden bisher topisch mit antiproliferativen und differen- 
zierenden Substanzen (Salizylsaure, Harnstoff, endogene und synthetische Retinoide, Vitamin 
D3-Derivate, Kortikosteroide) sowie systemisch mit z. T. immunsuppressiven und antiprolife- 
rativen Praparaten (z. B. Cyclosporin A, Kortikosteroide, Retinoide) behandelt. Insbesondere 
bei der systemischen Anwendung treten haufig xmerwiinschte Nebenwirkungen auf. Der kom- 
binierte Einsatz von DP IV- und APN-Inhibitoren wtirde bei den genannten Erkrankungen 
eine neuartige, vorraussichtlich sehr effektive, moglicherweise kostengunstige Therapieform 
und einen wertvollen altemativen Bestandteil der bestehenden Therapiekonzepte darstellen. 

Die erfindungsgemaB applizierten Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV und der Aminopep- 
tidase N oder ahnlicher Enzyme konnen in pharmazeutisch anwendbaren Formulierungskom- 
plexen als Inhibitoren, Substrate, Pseudosubstrate, inhibitorisch wirkende Peptide und Peptid- 
derivate sowie als Antikorper dieser Enzyme zur Anwendung kornmen. Bevorzugte Inhibito- 
ren sind beispielsweise fur die DP IV Xaa-Pro-Dipeptide, entsprechende Derivate, vorzugs- 
weise Dipeptidphosphonsaurediarylester, Dipeptidboronsauren (z. B. Pro-boro-Pro) und deren 
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Salze, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (n=0 bis 10), entsprechende Derivate und deren 
Salze bzw. Aminosaure (Xaa)-amide, entsprechende Derivate und deren Salze, wobei Xaa 
eine a-Aminosaure/Jminosaure bzw. ein a-Aminosaurederivat/Iminosaurederivat, vorzugs- 
weise N E -4-Nitrobenzyloxycarbonyl- rf L-Lysin, L-Isoleucin, L-Valin, L-Tryptophan, L-Prolin ist 
und als Amidstruktur cyclische Amine, z.B. Pyrrolidin, Piperidin, Thiazolidin und deren De- 
rivate fungieren. Derartige Verbindungen und deren Herstellung wurden in einem fruheren 
Patent beschrieben (K. Neubert et al. DD296075 A5). 

Bevorzugte Inhibitoren fur die Alanyl-Aminopeptidase sind Bestatin (Ubenimex), Actinonin, 
Probestin, Phebestin, RB3014 oder Leuhistin. 

Die Inhibitoren werden simultan mit bekannten Tragerstoffen verabreicht Die Verabreichung 
erfolgt einerseits als topische Applikation in Form von z.B. Cremes, Salben, Pasten, Gelen, 
Losungen, Sprays, Liposomen, Schuttelmixturen, Hydrokolloidverbanden, Pflaster und ahnli- 
che neue Tragersubstrate, Jet-Injektion bzw. anderen dermatologischen GrundlagenA^ehikeln 
einschlieBlich instilativer Applikation und andererseits als systemische Applikation zur ora- 
len, transdermalen, intravenosen, subcutanen, intracutanen, intramuskularen Anwendung in 
geeigneten Rezepturen bzw. in geeigneter Galenik. 
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Tabelle 1: 



epidermale Hyperproliferationszustande 



noide 



titis) 



z. B. nicht entzundlich 

- congenitale Ichthyosen 

- acquirierte Ichthyosen 
(paraneoplast.) 

- Palmoplantarkeratosen 

- congenital 

- erworben/paraneoplast 

- M. Darier 

- Epidermale Naevi 

- Cutis rhomboidalis nuchae 

- Acanthosis nigricans 

- Pachydermie 



z. B. entzOndlich 

- Psoriasis und Subtypen einschliefllich Nagel 

und Haare 

- Lichen ruber und Subtypen 

- Parapsoriasis-Gruppe 

- Keratosis lichenoides 

- Lichen simplex chronicus + reaktive iiche- 
Hyperproliferationen (z. B. atopische Derma- 

- Lichenoide Reaktionen bei GvHD 

- ILVEN-Naevus 

- Lupus erythematodes chron. disc./SCLE/SLE 

- Pityriasis rubra pilaris 

- M. Grover 

- Vitiligo 

- mit Hyperproliferation von Keratinozyten 
einhergehende Erythrodennien 



umschriebene epidermale clonale Expansion 



benigne 

- HPV-assoziiert (Warzen/Condylome) 

• seborrhoische Keratosen 

• Hidroakanthome/Porome 
Epidermalcysten 

• Milien 

M. Gottron 



maligne 

- HPV-assoziierte Tumoren 

- aktinische Keratosen/Pracancerosen 

- M. Bowen + Bowen-CA 

- M. Paget + Paget-CA 

- Plattenepithel-CA 

- Merkelcell-CA 



follikulare Hyperproliferationszustande 



benigne 

• Keratosis follikularis 

• follikulare Hyperkeratosen 

Ulerythema ophryogenes 

Hypertrichosen 

Trichilemmalcysten 



maligne 

- Haarfollikelzelltumoren 

• Proliferierende 
Trichilemmalcysten 

• Mischtumoren 
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epitheliale Adnextumoren 



benigne 



maligne 



- Porom 

- syringoductale Tumoren 

- Hidraadenome 

- Spiradenome 

- Cylindrome 



ekkrine/apokrine CA's und Subtypen 



primare und reaktive Nagelzellhyperproliferation 



- congenital 
z. B. Pachyonychien 



nicht infektios 
erworben 

infektios bei Mykosen 



Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Ausflihrungsbeispiele naher erlautert, ohne auf 
diese beschrankt zu sein. 

Beispiel 1 

Inhibierung der DNS-Synthese von humanen T-Lymphozyten durch Inkubation mit 
synthetischen Inhibitoren der DP IV und der APN 

Unsere Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner peripherer T-Lymphozyten 
durch die simultane Administration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N0 2 )]-thiazolidid = 
149) und APN (Actinonin) in additiver bis superadditiver Weise gehemrnt wird. Die T-Zellen 
wurden 72 h in Gegenwart der genannten Inhibitoren inkubiert und anschlieBend iiber die 
Messung der 3 [H]-Thymidin-Inkorporation die DNS-Synthese bestimmt, wie bei Reinhold et 
aL beschrieben (Reinhold D et aL: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion of 
transforming growth factor pi in PWM-stimulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 
91: 354-360). Abbildung 1 (Seite 1/14) zeigt die dosisabhangige, additive bis superadditive 
Hemmung der DNS-Synthese. 

Beispiel 2 

Inhibierung der DNS-Synthese von humanen peripheren mononuklearen Zellen durch 
Inkubation mit synthetischen Inhibitoren der DP IV und der APN 
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Unsere Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner peripherer mononuklearer 
Zellen (MNZ) durch die simultane Administration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N0 2 )]- 
thiazolidid = 149) und APN (Actinonin) in additiver bis superadditiver Weise gehemmt wird. 
Die MNZ wurden 72 h in Gegenwart der genannten Inhibitoren inkubiert und anschlieflend 
uber die Messung der 3 [H]-Thymidin-Inkorporation die DNS-Synthese bestimmt, wie bei 
Reinhold et al. beschrieben (Reinhold D et al.: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce 
secretion of transforming growth factor pi in PWM-stimulated PBMNC and T cells. Immu- 
nology 1997; 91: 354-360). Abbildung 2 (Seite 2/14) zeigt die dosisabhangige, additive bis 
superadditive Hemmung der DNS-Synthese. 

Beispiel 3 

Inhibierung der DNS-Synthese von humanen T-Lymphozyten durch Inkubation mit 
synthetischen Inhibitoren der DP IV und der POP 

Unsere Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner T-Lymphozyten durch die 
simultane Administration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N0 2 )]-thiazolidid = 149) und der 
Prolyloligopeptidase (Boc-Ala-Thiazolidid) in additiver bis superadditiver Weise gehemmt 
wird. Die T-Zellen wurden 72 h in Gegenwart der genannten Inhibitoren inkubiert und an- 
schlieBend tiber die Messung der 3 [H]-Thymidin-Inkorporation die DNS-Synthese bestimmt, 
wie bei Reinhold et al. beschrieben (Reinhold D et ah: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV 
induce secretion of transforming growth factor pi in PWM-stimulated PBMNC and T cells. 
Immunology 1997; 91: 354-360). Abbildung 3 (Seite 3/14) zeigt die dosisabhangige, additive 
bis superadditive Hemmung der DNS-Synthese. 

Beispiel 4 

Inhibierung der DNS-Synthese von humanen peripheren mononuklearen Zellen durch 
Inkubation mit synthetischen Inhibitoren der DP IV und der POP 

Unsere Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner peripherer mononuklearer 
Zellen (MNZ) durch die simultane Administration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N0 2 )]- 
thiazolidid = 149) und der Prolyloligopeptidase (Boc-Ala-Thiazolidid) verstSrkt gehemmt 
wird. Die MNZ wurden 72 h in Gegenwart der genannten Inhibitoren inkubiert und anschlie- 
Bend uber die Messung der 3 [H]-Thymidin-Inkorporation die DNS-Synthese bestimmt, wie 
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bei Reinhold et al. beschrieben (Reinhold D et al.: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce 
secretion of transforming growth factor pi in PWM-stimulated PBMNC ancTT cells. Immu- 
nology 1997; 91: 354-360). Abbildung 4 (Seite 4/14) zeigt die dosisabhangige, verstarkte 
Hemmung der DNS-Synthese. 

Beispiel 5 

Inhibierung der DNS-Synthese von humanen T-Lymphozyten durch Inkubation mit 
synthetischen Inhibitoren der DP IV und des ACE 

Unsere Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner T-Lymphozyten durch die 
simultane Administration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N02)]-thiazolidid = 149) und des 
Angiotensin-konvertierenden Enzyms (Captopril) in additiver bis superadditiver Weise ge- 
hemmt wird. Die T-Zellen wurden 72 h in Gegenwart der genannten Inhibitoren inkubiert und 
anschlieBend fiber die Messung der 3 [H]-Thymidin-Inkorporation die DNS-Synthese be- 
stimmt, wie bei Reinhold et al. beschrieben (Reinhold D et al.: Inhibitors of dipeptidyl pepti- 
dase IV induce secretion of transforming growth factor pi in PWM-stimulated PBMNC and T 
cells. Immunology 1997; 91: 354-360), Abbildung 5 (Seite 5/14) zeigt die dosisabhangige, 
additive bis superadditive Hemmung der DNS-Synthese. 

Beispiel 6 

Inhibierung der DNS-Synthese von humanen peripheren mononuklearen Zellen durch 
Inkubation mit synthetischen Inhibitoren der DP IV und des ACE 

Unsere Untersuchungen zeigten, dass die DNS-Synthese humaner peripherer mononuklearer 
Zellen (MNZ) durch die simultane Administration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(NC>2)]- 
thiazolidid = 149) und des Angiotensin-konvertierenden Enzyms (Captopril) in additiver bis 
superadditiver Weise gehemmt wird. Die MNZ wurden 72 h in Gegenwart der genannten In- 
hibitoren inkubiert und anschlieBend fiber die Messung der 3 [H]-Thymidin-Inkorporation die 
DNS-Synthese bestimmt, wie bei Reinhold et al. beschrieben (Reinhold D et aL: Inhibitors of 
dipeptidyl peptidase IV induce secretion of transforming growth factor pi in PWM-stimulated 
PBMNC and T cells. Immunology 1997; 91: 354-360). Abbildung 6 (Seite 6/14) zeigt die 
dosisabhangige, additive bis superadditive Hemmung der DNS-Synthese. 



BNSDOCID: <WO 020531 7CA2J_> 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 02/053170 





PCT/EP01/15199 



Beispiel 7 

Hemmung der Proliferation von humanen peripheren mononuklearen Zellen (MNZ) 
durch die einzelne und gleichzeitige Gabe von Hemmstoffen der DP IV (149 = 
Lys[Z(N0 2 )Hhiazolidid) und APN (Actinonin). (Abbildimg 7: Seite 7/14) 

Beispiel 8 

Hemmung der Proliferation der humanen T-Zelllinie KARPAS-299 durch die einzelne 
und gleichzeitige Gabe von Hemmstoffen der DP IV (149 = Lys[Z(N0 2 )]-thiazolidid) und 
APN (Actinonin und Probestin). (Abbildung 8: Seite 8/14) 

Beispiel 9 

Hemmung der Proliferation aktivierter, humaner peripherer T-Zellen durch die einzel- 
ne bzw. gleichzeitige Gabe von Hemmstoffen der DP IV (149 = Lys[Z(N02)J-thiazolidid) 
und APN (Actinonin und Probestin). (Abbildung 9: Seite 9/14) 



Hemmung der Proliferation PHA-aktivierter, humaner mononuklearer Zellen (MNZ) 
durch die einzelne bzw. gleichzeitige Gabe von Hemmstoffen der DP IV (149 = 
LyslZ(N0 2 )]-thiazolidid) und der X-Pro-Aminopeptidase (APP) (Apstatin). (Abbildung 
10: Seite 10/14) 

Beispiel 11 

Inhibierung der DNS-Synthese Pokeweed-Mitogen (PWM)-stimulierter humaner mono- 
nuklearer Zellen (MNZ) des peripheren Blutes durch Inkubation mit synthetischen In- 
hibitoren der DP IV und der APN 

Unsere Untersuchungen zeigen, dass die DNS-Synthese Pokeweed-Mitogen-stimulierter hu- 
maner MNZ des peripheren Blutes durch die simultane Administration von Inhibitoren der DP 
IV (Lys[Z(N0 2 )]-thiazolidid = 149) und APN (Bestatin) in additiver Weise gehemmt wird. 
Die MNZ wurden 72 h in Gegenwart von Pokeweed-Mitogen und der genannten Inhibitoren 
inkubiert und anschlieBend fiber die Messung der 3 [H]-Thymidin-Inkorporation die DNS- 
Synthese bestimmt, wie bei Reinhold et al. beschrieben (Reinhold D et al.: Inhibitors of di- 
peptidyl peptidase IV induce secretion of transforming growth factor pi in PWM-stimulated 



Beispiel 10 
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PBMNC and T cells. Immunology 1997; 91: 354-360). Abbildung 11 (Seite 11/14) zeigt die 
dosisabhangige, additive Hemmung der DNS-Synthese. 

Beispiel 12 

Inhibierung der IL-4-Produktion Pokeweed-Mitogen-stimulierter humaner mononukle- 
arer Zellen des peripheren Blutes durch Inkubation mit synthetischen Inhibitoren der 
DP IV und der APN 



Unsere Untersuchungen zeigen den interssanten Befund, dass die Produktion des fiir T H 2- 
Zellen charakteristischen Zytokins IL-4 von Pokeweed-Mitogen-stimulierten humanen mono- 
nuklearen Zellen (MNZ) des peripheren Blutes durch die simultane Administration von Inhi- 
bitoren der DP IV (Lys[Z(N0 2 )]-thiazolidid = 149) und der APN (Bestatin) in superadditiver 
Weise gehemmt wird. Die MNZ wurden 48 h in Gegenwart von Pokeweed-Mitogen und der 
genannten Inhibitoren inkubiert und anschlieBend mittels kommerzieller IL-4-Bestimmungs- 
Kits (ELISA) die Konzentrationen des IL-4 in den entsprechenden Kulturiiberstanden be- 
stimmt, wie bei Reinhold et al. beschrieben (Reinhold D et al.: Inhibitors of dipeptidyl pepti- 
dase IV induce secretion of transforming growth factor p 1 in PWM-stimulated PBMNC and T 
cells. Immunology 1997; 91: 354-360). Abbildung 12 (Seite 12/14) zeigt die dosisabhangige, 
superadditive Hemmung der DL-4-Produktion. 

Beispiel 13 

Inhibierung der DNS-Synthese humaner Keratinozyten (HaCaT-Zelllinie) durch Inku- 
bation mit synthetischen Inhibitoren der DP IV und der APN 



Unsere Untersuchungen zeigen, dass die DNS-Synthese humaner HaCaT-Keratinozyten durch 
die simultane Administration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N0 2 )]-thiazolidid = 149) und 
APN (Actinonin) in additiver und bei kleineren Konzentrationen auch in superadditiver Weise 
gehemmt wird. 

Die humane Keratinozytenzellinie HaCat, welche als Zellmodell fur die Psoriasis akzeptiert 
ist, exprimiert DP IV und APN. Die Enzymaktivitat der DP IV von vitalen Zellen betragt 
30,2 ± 5 pkat/10 6 Zellen, die der APN betragt 90 ± 4 pkat/10 6 Zellen. Entsprechen ist die 
mRNA von APN und DP IV auf diesen Zellen nachweisbar (Abb. 13, Seite 13/14)). 
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HaCaT-Zellen wurden 48 h mit den oben genannten Ihhibitoren inkubiert und anschliefiend 
liber die Messung der 3 fff)-Thymidin-Inkorporation die DNS-Synthese bestimmt, wie bei 
Reinhold et al. beschrieben (Reinhold D et al.: Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV induce 
secretion of transforming growth factor pi in PWM-stimuIated PBMNC and T cells. Immu- 
nology 1997; 91: 354-360). Abbildung 14 (Seite 14/14) zeigt die dosisabhangige Hemmung 
der DNS-Synthese. 
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1. Verwendung von Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) sowie von Enzymen mit 
gleicher Substratspezifitat (DP F/.-analoge Enzymaktivitat) in Kombination mit Inhibitoren 
der Alanyl-Aminopeptidase (Aminopeptidase N, APN) bzw. Enzymen gleicher Sub- 
stratspezifitat (APN-analoge Enzymaktivitat) zur additiven bis superadditiven Hemmung 
von Aktivierung und Proliferation (DNS-Synthese) humaner T-Lymphozyten bzw. mono- 
nuklearer Zellen und Produktion von T H 2-Zytokinen. 



2. Verwendung von Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) sowie von Enzymen mit 
gleicher Substratspezifitat (DP IV-analoge Enzymaktivitat) in Kombination mit Inhibitoren 
der Alanyl-Aminopeptidase (Aminopeptidase N, APN) bzw. Enzymen gleicher Sub- 
stratspezifitat (APN-analoge Enzymaktivitat) zur additiven bis superadditiven Hemmung 
von Aktivierung, Proliferation (DNS-Synthese) humaner epidermaler und follikularer Ke- 
ratinozyten sowie solcher der Ubergangszone von Haut zu Schleimhaut. 

3. Verwendung von Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) sowie von Enzymen mit 
gleicher Substratspezifitat (DP IV-analoge Enzymaktivitat) in Kombination mit Inhibitoren 
der Alanyl-Aminopeptidase (Aminopeptidase N, APN) bzw. Enzymen gleicher Sub- 
stratspezifitat (APN-analoge Enzymaktivitat), der X-Pro-Aminopeptidase (Amino- 
peptidase P, APP), des „angiotensin-converting enzyme" (ACE) und/oder der Prolyloli- 
gopeptidase (POP, Prolylendopeptidase, PEP) zur additiven bis superadditiven Hemmung 
von Aktivierung, DNS-Synthese und Proliferation humaner T-Lymphozyten bzw, mono- 
nuklearer Zellen. 

4. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, worin die Inhibitoren der DP IV bevorzugt 
Xaa-Pro-Dipeptide (Xaa = a-Aminosaure bzw. seitenkettengeschtttztes Derivat), entspre- 
chende Derivate, vorzugsweise Dipeptidphosphonsaurediarylester, Dipeptidboronsauren 
(z.B. Pro-boro-Pro) und deren Salze, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (Xaa = a- 
Aminosaure, n=0-10), entsprechende Derivate und deren Salze bzw. Aminosaure (Xaa)- 
amide, entsprechende Derivate und deren Salze sind, wobei Xaa eine a-Aminosaure bzw. 
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ein seitenkettengeschiitztes Derivat, vorzugsweise NM-Nitrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin, 
L-Prolin, L-Tryptophan, L-Isoleucin, L-Valin ist und als Amidstruktur cyclische Amine, 
z.B. Pyrrolidin, Piperidin, Thiazolidin und deren Derivate fiingieren. 

5. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, worin Aminosaureamide, zB. 1^-4- 
Nitrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin-thiazolidid, -pynolidid und -piperidid sowie das entspre- 
chende 2-Cyanothiazolidid-, 2-Cyanopyrrolidid- und 2-Cyanopiperidid-Derivat bevorzugt 
als DP IV-Inhibitoren eingesetzt werden. 

6. Verwendung nach Anspruch 1, wobei als Inhibitoren der APN bevorzugt Actinoin, Leuhi- 
stin, Phebestin, Amastatin, Bestatin, Probestin, B-Aminothiole, a-Aminophosphinsauren, 
a-Aminophosphinsaurederivate, vorzugsweise D-Phe-Y[PO(OH)-CH 2 ]-Phe-Phe und deren 
Salze fiingieren. 

7. Verwendung nach Anspruch 3, wobei als Inhibitoren der APP bevorzugt Apstatin, (2S,3R)- 
HAMH-L-Prolin, (2S,3R)-HAPB-L-Prolin, die entsprechenden L-Prolinmethylester, 
(2S,3R)-HAMHV(2S 5 3R)-HAPB-pyrrolidide, -thiazolidide (HAMH = 3-Amino-2-hydr- 
oxy-5-methyl-hexanoyl, HAPB = 3-Amino-2-hydroxy-4-phenyl-butanoyl) und deren Salze 
fiingieren. 

8. Verwendung nach Anspruch 3 oder Anspruch 7, worin als Inhibitoren des ACE bevorzugt 
Captopril, Enalapril, Lisinopril, Cilazopril und deren Salze fiingieren. 

9. Verwendung nach einem der Anspriiche 3, 7 oder 8, worin als Inhibitoren der POP (PEP) 
bevorzugt Postatin, Eurystatin A oder B, N a -geschutzte Peptidaldehyde, vorzugsweise Ben- 
zyloxycarbonyl-L-Prolyl-L-Prolinal bzw. Benzyloxycarbonyl-L-Thioprolyl-L-Thiopro- 
linal, N a -geschiitzte Aminosaure(Xaa)-pyrrolidide bzw. -thiazolidide (Xaa = ct-Amino- 
sSure, bevorzugt L-Alanin, L-Valin, L-Isoleucin) sowie die entsprechenden 2-Cyano- 
pyrrolidid- bzw. 2-Cyanothiazolididderivate, substratanaloge N*-geschutzte Peptidphos- 
phonsaurediarylester bzw. Peptiddiazomethylketone bzw. Peptidammoniummethylketone 
und deren Salze fiingieren. 
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10. Verwendung von Inhibitorkombinationen nach einem der Anspruche 1 und 4 bis 9 zur 
Vorbeugung und Therapie von chronischen Erkrankungen mit entzundlicher Genese wie 
Autoimmunerkrankungen und Arteriosklerose. 

1 1 . Verwendung von Inhibitorkombinationen nach einem der Anspruche 1 und 4 bis 6 zur 
Vorbeugung und Therapie von allergischen Reaktionen vom Typ L 

12. Verwendung von Inhibitorkombinationen nach einem der Anspruche 1, 2 und 4 bis 6 zur 
Vorbeugung und Therapie von entzttndlichen und nicht entztindlichen epidermalen Hyper- 
proliferationszustanden (z. B. congenitale Ichthyosen und Psoriasis), benignen und malig- 
nen umschriebenen epidermalen clonalen Expansionen (z. B. Warzen, Condylome, aktini- 
sche KeratosenAPracancerosen), benignen und malignen Hyperproliferationszustanderi (z. 
B. Keratosis follikularis) als auch benignen und malignen epithelialen Adnextumoren und 
primaren und reaktiven Nagelzeilhyperproliferationen. 

13. Pharmazeutische Zubereitungen, umfassend Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV (DP 
IV) oder DP IV-analoger Enzymaktivitat in Kombination mit Inhibitoren eines der Enzyme 
Alanyl-Aminopeptidase (Aminopeptidase N, APN) bzw. Enzymen gleicher Substratspezi- 
fitat (APN-analoge Enzymaktivitat) und in Kombination mit an sich bekannten Trager-, 
Zusatz- und/oder Hilfsstoffen. 

14. Pharmazeutische Zubereitungen, umfassend Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV (DP 
IV) oder DP IV-analoger Enzymaktivitat in Kombination mit Inhibitoren eines der Enzyme 
Alanyl-Aminopeptidase (Aminopeptidase N, APN) bzw. Enzymen gleicher Substratspezi- 
fitat (APN-analoge Enzymaktivitat), X-Pro-Aminopeptidase (Aminopeptidase P, APP), 
„angiotensin-converting enzyme" (ACE) und Prolyloligopeptidase (POP, Prolylendopepti- 
dase, PEP) und in Kombination mit an sich bekannten Trager-, Zusatz- und/oder Hilfsstof- 



15. Pharmazeutische Zubereitungen nach Anspruch 13 oder Anspruch 14, umfassend als Inhi- 
bitoren der DP IV bevorzugt Xaa-Pro-Dipeptide (Xaa = a-Aminosaure bzw, seitenketten- 
geschiitzte Derivate), entsprechende Derivate, vorzugsweise Dipeptidphosphonsaurediaryl- 



fen. 



ester, Dipeptidboronsauren (z.B. Pro-boro-Pro) und deren Salze, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro- 
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(Xaa)n-Peptide (Xaa = cc-Aminosauren, n=0 bis 10), entsprechende Derivate und deren 
Salze bzw. Aminosaure (Xaa)-amide, entsprechende Derivate und deren Salze, wobei Xaa 
eine a- Aminosaure bzw, seitenkettengeschiitztes Deri vat, vorzugsweise N E -4- 
Nitrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin,_L-Prolin, L-Tryptophan, L-Isoleucin, L-Valin ist und als 
Amidstruktur cyclische Amine, z.B. Pyrrolidin, Piperidin, Thiazolidin und deren Derivate 
flingieren. 

16. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 13, 14 oder 15, umfassend als Inhibitoren 
der DP W vorzugsweise Aminosaureamide, z.B. N^-4-Nitrobenzyloxy-carbonyl-L-Lysin- 
thiazolidid, -pyrrolidid und -piperidid sowie das entsprechende 2-Cyanothiazolidid-, 2- 
Cyanopyrrolidid- und 2-Cyanopiperidid-Derivat. 

17. Pharmazeutische Zubereitungen nach einem der Anspruche 13 bis 16, umfassend als Inhi- 
bitoren der APN vorzugsweise Actinoin, Leuhistin, Phebestin, Amastatin, Bestatin, Probe- 
stin, 6-Aminothiole, a-Aminophosphinsauren, a-Aminophosphinsaurederivate, bevorzugt 
D-Phe-Y[PO(OH)-CH 2 J-Phe-Phe und deren Salze. 

18. Pharmazeutische Zubereitungen nach einem der Anspruche 14 bis 17, umfassend als Inhi- 
bitoren der APP vorzugsweise Apstatin, (2S,3R)-HAMH-L-Prolin, (2S,3R)-HAPB-L- 
Prolin, die entsprechenden L-Prolinmethylester, (2S,3R)-HAMH- / (2S,3R)-HAPB- 
pyrrolidide, -thiazolidide (HAMH = 3-Amino-2-hydroxy-5-methyl-hexanoyl, HAPB=3- 
Amino-2-hydroxy-4-phenyl-butanoyl) und deren Salze. 

19. Pharmazeutische Zubereitungen nach einem der Anspruche 14 bis 18, umfassend als Inhi- 
bitoren der ACE Captopril, Enalapril, Lisinopril, Cilazopril und deren Salze . 

20. Pharmazeutische Zubereitungen nach einem der Anspruche 14 bis 19, umfassend als Inhi- 
bitoren der POP (PEP) Postatin, Eurystatin A oder B, N a -geschiitzte Peptidaldehyde, vor- 
zugsweise Benzyloxycarbonyl-L-Proiyl-L-Prolinal bzw. Benzyloxycarbonyl-L-Thioprolyl- 
L-Thioprolinal, N^geschiitzte Aminosaure(Xaa)-pyrrolidide bzw. -thiazolidide (Xaa = a- 
Aminosaure, bevorzugt L-Alanin, L-Valin, L-Isoleucin) sowie die entsprechenden 2- 
Cyanopyrrolidid- bzw. 2-Cyanothiazolididderivate, substratanaloge N a -geschutzte Pep- 
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tidphosphonsaurediarylester bzw. Peptiddiazomethylketone bzw. Peptidamrhonium- 
methylketone und deren Salze. 

21. Pharmazeutische Zubereitungen nach einem der Anspriiche 14 bis 20, umfassend zwei 
oder mehr Inhibitoren der DP IV bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat, der APN bzw. 
APN-analoger Enzymaktivitat, des ACE, der POP (PEP) und der XPNPEP2 in raumlich 
getrennter Formulierung in Kombination mit an sich bekannten Trager-, Hilfs- und/oder 
Zusatzstoffen zur gleichzeitigen oder zeitlich unmittelbar aufeinanderfolgenden Verabrei- 
chung mit dem Ziel einer gemeinsamen Wirkung. 

22. Pharmazeutische Zubereitungen nach einem der Anspriiche 13 bis 21 fur die systemische 
Anwendung zur oralen, transdermalen, intraven6sen, subcutanen, intracutanen, intramus- 
kularen, rektalen, vaginalen, sublingualen Apphkation zusammen mit an sich bekannten 
Trager-, Hi lfs- und/oder Zusatzstoffen. 

23. Pharmazeutische Zubereitungen nach einem der Anspriiche 13 bis 21 fur die topische An- 
wendung in Form von z.B. Cremes, Salben, Pasten, Gelen, Losungen, Sprays, Liposomen, 
Schttttelmixturen, Hydrokolloidverbanden bzw. anderen dermatologischen Grundlagen/ 
Vehikeln, einschliefllich instilativer Apphkation. 
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Abb. 1: Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und der 
Aminopeptidase N (Actinonin) auf die DNS-Synthese humaner T-Lymphozyten. Humane 
periphere T-Zellen wurden uber drei Tage mit den angegebenen Konzentrationen der Inhibitoren 
inkubiert. AnschlieBend wurde dem Kultunnedium 3 [H]-Methyl-Thymidin zugesetzt und nach 
weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an 3 [H]-Thymidin gemessen. 
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Abb. 2: Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und der 
APN (Actinonin) auf die DNS-Synthese humaner mononuklearer Zellen (MNZ). Humane MNZ 
wurden Uber drei Tage mit den angegebenen Konzentrationen der Inhibitoren inkubiert. 
Anschliefiend wurde dem Kulturmedium 3 [H]-Methyl-Thymidin zugesetzt und nach weiteren 6 
Stunden die in die DNS eingebaute Menge an 3 [H]-Thymidin gemessen. 
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Abb. 3: Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und der 
Prolyloligopeptidase (Boc-Ala-Thia) auf die DNS-Synthese humaner peripherer T- 
Lymphozyten. Humane T-Zellen wurden uber drei Tage mit den angegebenen Konzentrationen 
der Inhibitoren inkubiert. AnschiieBend wurde dem Kultunnedium 3 [H]-Methyl-Thymidin 
zugesetzt und nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an 3 [H]-Thymidin 
gemessen. 
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Abb. 4: Verstarkter und dosisabhangiger EfFekt von Inhibitoren der DP IV (149) und der 
Prolyloligopeptidase (Boc-Ala-Thia) auf die . DNS-Synthese humaner mononuklearer Zellen 
(MNZ). Humane MNZ wurden uber drei Tage mit den angegebenen Konzentrationen der 
Inhibitoren inkubiert AnschlieBend wurde dem Kulturmedium 3 [H] -Methyl -Thymidin zugesetzt 
und nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an 3 [H]-Thymidin gemessen. 
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Abb. 5: Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und des 
Angiotensin-konvertierenden Enzyms (Captopril) auf die DNS-Synthese humaner peripherer T- 
Lymphozyten. Humane T-Zellen wurden iiber drei Tage mit den angegebenen Konzentrationen 
der Inhibitoren inkubiert. AnschlieBend wurde dem Kultunnedium 3 [H]-Methyl-Thymidin 
zugesetzt und nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an 3 [H]-Thymidin 
gemessen. 
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Abb, 6: Synergistischer und dosisabhangiger EfFekt von Inhibitoren der DP IV (149) und des 
Aangiotensin-konvertierenden Enzyms (Captopril) auf die DNS-Synthese humaner mono- 
nuklearer Zellen (MNZ). Humane MNZ wurden ttber drei Tage mit den angegebenen 
Konzentrationen der Inhibitoren inkubiert. AnschlieBend wurde dem Kulturmedium 3 [H]-Methyl- 
Thymidin zugesetzt und nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an 3 [H]- 
Thymidin gemessen. 
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Abb. 7: Die MNZ wurden iiber einen Zeitraum von 72 h ohne Zusatz (Kontrolle), mit dem 
mitogenen Lektin Phytohamagglutinin (PHA) bzw. mit PHA und den angegebenen Inhibitoren 
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Zahl metabolisch aktiver Zellen unter 
Verwendung des kommerziell verfugbaren WST-1 Zell-Proliferations- Assays (Takara Inc.) nach 
Angaben des Herstellers. 
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Abb. 8: Die KARPAS-299-Zellen wurden iiber einen Zeitraum von 72 h ohne Zusatz 
(Kontrolle) bzw. in Gegenwart der angegebenen Inhibitoren einzeln sowie in Kombination 
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Zahl metabolisch aktiver Zellen unter 
Verwendung des kommerziell verfugbaren WST-1 Zell-Proliferations- Assays (Takara Inc.) nach 
Angaben des Herstellers. 
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Abb. 9: Die T-Zellen wurden mit Ausnahme der unbehandelten Kontrolle durch Zugabe zum 
Kultunnedium von Phytohamagglutinin und Phorbol-12-myristat-13-acetat aktiviert und ttber 
einen Zeitraum von 72 h in Gegenwart der angegebenen Inhibitoren einzeln sowie in 
Kombination inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Zatil metabolisch aktiver 
Zellen unter Verwendung des kommerziell verfiigbaren WST-1 Zell-Proliferations- Assays 
(Takara Inc.) nach Angaben des Herstellers. 
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Abb, 10: Die mononuklearen Zellen (MNZ) wurden ttber einen Zeitraum von 72 h in Gegenwart 
der angegebenen Inhibitoren einzeln sowie in Kombination inkubiert AnschlieBend erfolgte die 
Bestimmung der Zahl metabolisch aktiver Zellen unter Verwendung des kommerziell 
verfugbaren WST-1 Zell-Proliferations- Assays (Takara Inc.) nach Angaben des Herstellers. 
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Abb. 11: Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und der 
Aminopeptidase N (Bestatin) auf die DNS-Synthese humaner PWM-stimulierter MNZ. Humane 
periphere MNZ wurden uber drei Tage mit PWM (2 jig/ml) und den angegebenen 
Konzentrationen der Inhibitoren inkubiert. AnschlieBend wurde dem Kulturmedium 3 [H]-Methyl- 
Thymidin zugesetzt und nach weiteren 6 Stunden die in die DNS eingebaute Menge an 3 [H]- 
Thymidin gemessen. 
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Abb. 12: Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und der 
Aminopeptidase N (Bestatin) auf die IL-4-Produktion humaner, PWM-stimulierter MNZ. 
Humane periphere MNZ wurden uber 48 h mit PWM (2 jig/ml) und den angegebenen 
Konzentrationen der Inhibitoren inkubiert. AnschlieBend wurden mittels IL-4-ELISA die 
Konzentrationen von IL-4 in den entsprechenden Kulturiiberstanden gemessen. 
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Abb. 13: Nachweis der mRNA-Expression von DP IV und APN auf HaCaT-Keratinozyten 
mittels RT-PCR 
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Abb. 14: Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP IV (149) und der 
Aminopeptidase N (Actinonin) auf die DNS-Synthese humaner HaCaT-Keratinozyten. Die 
Zellen wurden iiber 48 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen der Inhibitoren inkubiert. 
AnschlieBend wurde dem Kulturmedium 3[H]-Methyl-Thymidin zugesetzt und nach weiteren 6 
Stunden die in die DNS eingebaute Menge an 3[H]-Thymidin gemessen. 
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DRUG METABOLISM AND DISPOSITION, 

Bd. 23, Nr. 12, 1995, Seiten 1372-1378, 

XP001094376 

ISSN: 0090-9556 

Seite 1376, Absatz 1 - Absatz 2 

-/— 



13-23 



Wed ere VerOflentlfchungen stnd der Fort set zung von Feld C 2u 
entnehmen 



ID 



Siehe Anhang Palenlfamlie 



• Besondere Kategorien von angegebenen Verotfentlichungen 

•A* Veroffenilichung, die den allgemeinen Stand der Technlk detlnlert. 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen tel 

E" alleles Ookument, das jedoch erst am Oder nach dem mternahonalen 
Anmeldedatum verdftentfich! worden 1st 

L" Veroffenilichung, die geekjnet 1st. einen Prioritalsanspruch zweitefhaft er- 
scheinen zu lassen. Oder durch die das VerdffenlBcnurtgsdalum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veronenttichung belegt worden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben isl (wie 
ausgefuhrt) 

O* Veroffenilichung. die sfch auf elne mQndiiche Oftenbarung. 

etne Ben ut zung. eine Ausstelung Oder anderc Mafi nan men bezieht 
P* Veroffentlicnung. die vor dem Internal lonalen Anmeidedaium, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdaturn veroffenllicht worden isl 



*T* Spaiere Veroffenilichung. die nach dem intemaiionalen Anmeidedaium 
oder dem Prioritatsdaturn veroffenlttdht worden isl und mfl der 
Afimefdung ntoW kolfldieri, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der Ihr zugrundeSegenden 
Tfieorte angegeben 1st 

•X' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann aUein aufgrund dfeser Veroffenilichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer TatigkeQ beruhend belrachlel werden 

•Y* Veroffenilichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeil beruhend belrachlel 
werden, wenn die Verolfentlichung mil einer oder mehreren anderen 
Verdflenllichungen dieser Kaiegorie in Verbindung gebrachl wind und 
diese Verbindung fur einen Fachmann nahetiegend isl 
Veroffenilichung. die Mtigtied dersefben Patentf amflie isl 



Datum des Abschlusses der intemaUonaten Recherche 

1. Oktober 2002 


Absendedalum des intemaiionalen Recherchenbenchts \ 

11/10/2002 


Name und Postanschrffl der Interna Oonafen Recherchenbehorde 
Europaisches Palenlamt. P.B. 5818 Patenllaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+3 1 -70) 340-301 6 


BevoUmachligter Bediensteter 

Thalmair, M 



BNSDOC1D; <WO__O2053t70A3_l_> 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



nettonale* Aktenzefcrten 

rur/EP 01/15199 



C(Fortsetrung) ALS WESENTLCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kalegone" Bezeicfinung der Verottentlichung. sowed ertordenicri unler Angaoe Oer In Barachl kommenoen Telle 



Beir. Anspiuch Nr. 



STEINMETZER T ET AL: "PEPTIDYL AMMONIUM 
METHYL KETONES AS SUBSTRATE ANALOG 
INHIBITORS OF PROLINE-SPECIFIC PEPTIDASES' 
JOURNAL OF ENZYME INHIBITION, NEW YORK, 
NY, US, 

Bd. 7, Nr. 2, 1993, Seiten 77-85, 
XP001018795 
Seite 78, Absatz 4 
Seite 84, Spalte l, 
Seite 82, Absatz 2 



13-23 



letzte Zelle 



SHIMAZAWA R ET AL: "NOVEL SMALL MOLECULE 
NONPEPTI0E AMINOPEPTIDASE N INHIBITORS 
WITH A CYCLIC IMIDE SKELETON" 
JOURNAL OF ENZYME INHIBITION, NEW YORK, 
NY, US, 

Bd. 14, Nr. 4, 1999, Seiten 259-275, 

XP001018772 

abstract 

REINHOLD D ET AL: "INHIBITORS OF 
DIPEPTIOYL PEPTIDASE IV INDUCE SECRETION 
OF TRANSFORMING GROWTH* FACTOR-BETA1 IN 
PWM-STIMULATED PBMC AND T CELLS" 
IMMUNOLOGY, BLACKWELL SCIENTIFIC 
PUBLICATIONS, GB, 

Bd. 91, Nr. 3, 1997, Seiten 354-360, 

XP000867395 

ISSN: 0019-2805 

in der Anmeldung erwahnt 

Seite 356, Spalte 1, Absatz RESULTS; 

Abb1 idling 1 

ANSORGE S ET AL: "MEMBRANE-BOUND 
PEPTIDASES OF LYMPHOCYTES: FUNCTIONAL 
IMPLICATIONS" 

BIOMEDICA BIOCHIMICA ACTA, AKADEMIE 
VERLAG, BERLIN, DE, 

Bd. 50, Nr. 4-6, 1991, Seiten 799-807, 

XP001021975 

ISSN: 0232-766X 

Seite 805, letzter Absatz 

HOFFMANN T ET AL: "DIPEPTIOYL PEPTIDASE 
IV (CD 26) AND AMINOPEPTIDASE N (CD 13) 
CATALYZED HYDROLYSIS OF CYTOKINES AND 
PEPTIDES WITH N-TERMINAL CYTOKINE 
SEQUENCES" 

FEBS LETTERS, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS, 
AMSTERDAM, NL, 

Bd. 336, Nr. 1, Dezember 1993 (1993-12), 
Seiten 61-64, XP000867397 
ISSN: 0014-5793 
Seite 63 -Seite 64 

-/— 



13-17, 
21-23 
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13-23 



Fcxmbtatt PCT/*SV2lQ (Fortsetrung von Blalt 2) <Juti 1092) 



BNSDOCIL* <WO 02053 170A3J_> 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Rationales Aktenzelchen 

ruT/EP 01/15199 



C(Foitsetzung) ALS WESENTLtCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kalegorie* Bezeichnung dec Veroffentlicrmnt}. soweii ertorriertich tinier Angahe der in Betrachl kommenden Teile 



Belr. Anspruch Nr. 



x,p 



WO 01 89569 A (ANSORGE SIEGFRIED ;ARNDT 
MARCO (DE); LENDECKEL UUE (DE); NEUBERT K) 
29. November 2001 (2001-11-29) 
das ganze Dokument 

AUGUSTYNS K ET AL: "THE UNIQUE PROPERTIES 
OF DIPEPTIDYL-PEPTIDASE IV (DPP IV/CD26) 
AND THE THERAPEUTIC POTENTIAL OF DPP IV 
INHIBITORS" 

CURRENT MEDICINAL CHEMISTRY, BENTHAM 

SCIENCE PUBLISHERS BV, BE, 

Bd. 6, Nr. 4, 1999, Seiten 311-327, 

XP000870290 

ISSN: 0929-8673 

Selte 314 

Selte 323 

DE 198 26 972 A (ANSORGE SIEGFRIED ;UNIV 
HALLE WITTENBERG (DE); UNIV MAGDEBURG 
TECH) 23. Dezember 1999 (1999-12-23) 
slehe Anspruche 



13-23 



13-23 



13-23 



FemnUstl PCT/tSA/2 1 0 (Fortsetzuno von BWI i) <Jut 1992) 
BNSDOCID: <WO 02053 170A3_I_> 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



ntemationates Aktenzeichen 
PCT/EP 01/15199 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt-2-auf -Blatt V 



Gemafl Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht ersteWt: 

1. [2 Anspruche Nr. 1-12 

well sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpf lichtet ist, namlich 

Regel 39.1(iv) PCT - Verfahren zur therapeutischen Behandlung des 
menschlichen Oder tierischen Korpers 



2 . El 



Anspruche Nr. 

weil sie sich auf TeUe der intemationalen Anmeidung beziehen, cfie den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. | | Anspruche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige Anspruche handelt, cfie nicht enisprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaftt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheittichkert der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationate Recherchen be horde hat festgestetlt^daft dlese Internationale Anmeidung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . I j Da der Anmeider alle erforderlichen zusatzllchen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich cSeser 
1 1 Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
' 1 zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertlgt hatte. hat die Behorde nicht zur zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. Da der Anmeider nur einige der erforderlichen zusatzllchen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich 
' — » Internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche. fur die GebOhren entrichtet worden sind. namlich auf die 
Anspruche Nr. 



4. | | Der Anmeider hat die erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren nicht rechtzeitig entrtchtet Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die In den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
rant: 



Bemerkungen hinsichtiich eines Widorspruchs | | Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmeider unter Wlderspruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren enolgte ohne Wlderspruch. 



Formblatt PCT/lSA/210 (Fortsetzung von Blatt t (1))(Juli 1998) 

BNSDOC1D: <WO 020531 70A3J_> 





Internationales Aktenzeichen PCT£P 01 A5199 



WETTER E ANGABEN 



PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 



Die geltenden Patentanspruche 13-23 beziehen s1ch auf pharmazeutische 
Zubereitungen, jeweils charakterisiert durch eine erstrebenswerte 
E1genhe1t Oder Elgenschaft, namlich die Hemmung der OP IV-Enzymakt1 vitat 
in Kombl nation mit der Hemmung der APN-, der APP-, der ACE-, der POP 
(PEP)-Enzymaktivitat. 

Die Patentanspruche umfassen daher alle Zubereitungen, die diese 
Eigenheit Oder Elgenschaft aufwelsen, wohlngegen die Patentanmeldung 
Stutze durch die Beschreibung 1m Sinne von Art. 5 PCT nur fur eine 
begrenzte Zahl solcher Zubereitungen liefert. Im vorllegenden Fall fehlen 
den Patentanspruchen die entsprechende Stutze bzw. der Patentanmeldung 
die notlge Offenbarung in elnem solchen MaBe, da8 eine slnnvolle 
Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich 
erscheint. Oesungeachtet fehlt den Patentanspruchen auch die 1n Art. 6 
PCT geforderte Klarheit, nachdem in ihnen versucht wird, die Verbindung 
uber das jeweils erstrebte Ergebnis zu definieren. Auch dieser Mangel an 
Klarheit ist dergestalt, daB er eine slnnvolle Recherche uber den 
gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich macht. Daher wurde die 
Recherche auf die Teile der Patentanspruche gerichtet, welche im o.a. 
Sinne als klar, gestutzt oder offenbart erscheinen, namlich die Teile 
betreffend die Kombinationen, die in der Beschreibung spezifiert werden, 
siehe insbesondere Beisplele. 

BezOgllch der abhangigen Anspruche 15-23 1st anzumerken, dass die 
Verwendung des Terminus "bevorzugt" bzw. "vorzugsweise" nicht limitlerend 
ist. 

Der Anmelder wird darauf hingewlesen, daB Patentanspruche, Oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erflndungen, fur die ke1n 1nternat1onaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlauflgen Prufung se1n konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also 1n der Regel kelne vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, da8 die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), Oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 



BNSDOCID: <WO 020531 7QA3J_> 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Angaben zu Ver&tteni 



die zur setoen Patent tami lie gehdren 



lalionales AMenzeictren 

Ctr/EP 01/15199 



lm Recherchenbericht 
angefuhrles Patentdokument 



Datum der 
VerOflenHichung 



Mitglied(er) der 
Patentfamllie 



Datum der 
Vpr6ffentlichung 



WO 0189569 



29-11-2001 DE 
AU 
WO 



10025464 Al 
6747501 A 
0189569 Al 



06-12-2001 
03-12-2001 
29-11-2001 



DE 19826972 



23-12-1999 DE 



19826972 Al 



23-12-1999 



Fom*fcH! PCT/1SA/210 (Anhang PatentlamiSoMJuli 1692) 
BNSDOCID: <WO 020S3170A3J_> 



